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RESUMO 
Defeito do tubo neural (DTN) trata-se de uma malformação congênita resultante de 
um mal fechamento do tubo neural. Ocorre quando a placa neural embrionária falha 
em completar seu desenvolvimento e não se fecha em algum ponto ao longo do seu 
crescimento, por volta da quarta semana do desenvolvimento embrionário. Trata-se 
de uma má formação fetal que pode ser evitada com a utilização do ácido fólico 
desde o período pré concepcional até os primeiros meses de vida da criança. O 
folato é essencial e sua deficiência pode ser causada por dieta inadequada, por 
fatores genéticos ou pela interação de fatores genéticos e ambientais. A 
suplementação com ácido fólico previne 50-75% dos casos de defeitos do tubo 
neural. Este estudo objetivou avaliar a viabilidade da realização de suplementação 
do ácido fólico juntamente com anticoncepcional com a administração de 
etinilestradiol 0,02 mg + levonorgestrel 0,10 mg + ácido fólico 0,4 mg em 
comprimidos de administração oral, com base em comparações estatísticas dos 
níveis de folato no sangue. As concentrações foram medidas através de método 
analítico apropriado e validado, bem como avaliado sua segurança e tolerabilidade 
em voluntárias sadias do sexo feminino. Trata-se de um estudo de Fase II, 
monocêntrico, aberto, com um tratamento em três ciclos, com administração em 
doses múltiplas, nos quais as voluntárias recebem o produto teste e posteriormente 
o placebo. As trinta e seis voluntárias saudáveis receberam um comprimido 
revestido do produto teste - etinilestradiol 0,02 mg + levonorgestrel 0,10 mg + ácido 
fólico 0,4 mg por 21 dias e um placebo revestido contendo apenas 0,4 mg de ácido 
fólico somente nos últimos 7 dias de cada ciclo de tratamento, que foram realizados 
em 3 ciclos. Amostras de sangue foram coletadas para quantificar o folato por 
cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS / MS), para 
mensuração do níveis de folato no sangue antes da primeira administração do 
primeiro, segundo e terceiro ciclo, após 21 dias do primeiro, segundo e terceiro ciclo 
e após 28 dias do primeiro, segundo e terceiro ciclo. A segurança foi avaliada pelo 
registro de eventos adversos, monitoramento de sinais vitais e avaliação de exames 
laboratoriais e ECG. A média do nível de ácido fólico no sangue no início (1º dia do 
1º ciclo) foi de 42,7 ± 22,2 ng/mL enquanto no 28º dia do 3º ciclo foi de 47,6 ± 20,1 
ng/mL, com uma variação de 11,32%. As voluntárias toleraram bem o protocolo 
clínico e não relataram efeitos adversos clinicamente significativos, apenas uma 
voluntária, por motivos particulares, abandonou o estudo durante a segunda sessão 
do primeiro ciclo. Os contraceptivos orais estudados nesse protocolo, podem ser 
considerados um veículo viável para a suplementação de folato em mulheres em 
idade reprodutiva. 
 
Palavras-chave: Ácido fólico; Anticoncepcional; Etinilestradiol; Levonorgestrel. 
 
  
ABSTRACT 
Neural tube defect (NTD) is a congenital malformation resulting from poor closure of 
the neural tube. It occurs when the embryonic neural plaque fails to complete its 
development and doesn’t close at some point during its growth, around the fourth 
week of embryonic development. It is a fetal malformation that can be prevented with 
the use of folic acid from the preconception period until the first months of the child's 
life. Folate is essential and its deficiency may be caused by improper diet, genetic 
factors or the interaction of genetic and environmental factors. Folic acid 
supplementation prevents 50-75 % of cases of neural tube defects. The aim of this 
study was to assess the feasibility of supplemental contraceptive folic acid 
supplementation with ethinyl estradiol 0.02 mg + levonorgestrel 0.10 mg + folic acid 
0.4 mg in oral administration, based on statistical comparisons of blood folate levels. 
Concentrations were measured using an appropriate and validated analytical 
method, as well as their safety and tolerability in healthy female volunteers. This is a 
monocentric, open, phase II, three-cycle, multidose study in which healthy female 
volunteers receive the test product and then the placebo. Thirty-six healthy female 
volunteers received one coated tablet of the test product - ethinyl estradiol 0.02 mg + 
levonorgestrel 0.10 mg + folic acid 0.4 mg for 21 days and a placebo coated tablet 
containing folic acid 0.4 mg only in last 7 days of each treatment cycle, which were 
performed in 3 cycles. Blood samples were collected to quantify folate by liquid 
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) to measure 
blood folate levels before the first administration of the first, second and third cycle 
after 21 days of the first, second and third cycle and after 28 days of the first, second 
and third cycle. Safety was assessed by registration adverse events, monitoring vital 
signs and evaluating laboratory tests and ECG. The mean whole blood level of folic 
acid at baseline (1st day of 1st cycle) was 42.7 ± 22.2 ng/mL while on the 28th day of 
the 3rd cycle was 47.6 ± 20.1 ng/mL, with a variation of 11.32 %. The female 
volunteers well tolerated the clinical protocol and reported no clinically significant 
adverse effects, only one volunteer for particular reasons dropped out of the study 
during the second session of the first cycle. Oral contraceptives studied in this 
protocol may be considered a viable vehicle to folate supplementation in women at 
reproductive age. 
Keywords: Folic acid; Contraceptive; Ethinylestradiol; Levonorgestrel. 
LISTA DE ILUSTRAÇÕES 
 
Gráfico 1. Curva de Calibração        49 
Gráfico 2. Níveis de ácido fólico        55 
 
Quadro 1. Preparo de Solução de Trabalho de Ácido Fólico e 5-Formil THF para 
Curva Padrão          44 
Quadro 2. Preparo de Solução de Trabalho de Ácido Fólico e 5-Formil THF para as 
amostras de CQs e LIQ         44 
Quadro 3. Preparo de Solução de Trabalho do padrão interno [13C5] Ácido Fólico 
Na2          44 
Quadro 4. Análise Estatística        52 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LISTA DE TABELAS 
 
Tabela 01. Dados demográficos das voluntárias sadias    30 
Tabela 02. Casos de retirada ou desistência do voluntário    38 
Tabela 03. Datas da primeira administração      39 
Tabela 04. Método Bioanalítico        42 
Tabela 05. Componentes LC-MS / MS       43 
Tabela 06. Soluções utilizadas        45  
Tabela 07. Condições Cromatográficas LC-MS/MS.       46 
Tabela 08. Parâmetros Validados       47 
Tabela 09. Dados de precisão e acurácia entre lotes da validação de ácido fólico em 
sangue total humano          53 
Tabela 10. Concentração de folato no sangue total em voluntárias sadias do sexo 
feminino.          54 
Tabela 11. Estatística descritiva da concentração de folato no sangue total em 
voluntárias sadias (n=33).         56 
Tabela 12. Concentrações do Ácido fólico      56 
Tabela 13. Eventos Adversos        57 
 
 
 
  
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 
CRF    =  Case Report Form   
CV    =  Coeficiente de variação  
DTN   =  Defeito do tubo neural 
EA    =  Evento adverso  
ECG    =  Eletrocardiograma  
EDTA  =  Ácido Etilenodiaminotetracético 
FDA    =  Food and Drug Administration  
HPLC = Cromatografia Líquida de Alta Performance 
IMC    =  Índice de massa corpórea  
IS  = Padrão interno 
LC-MS/MS  =  Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à               
espectrometria de massas 
LIQ  = Limite de quantificação 
LLOQ   =  Limite de quantificação inferior 
max    =  Máximo  
min    =  Mínimo  
MRM  = Monitoramento de reações múltiplas 
N    =  Número  
n. a.    =  Não aplicável  
n. d.    =  Não determinado  
OMS   =  Organização Mundial de Saúde  
p    = Período   
QC    =  Controle de qualidade  
rpm    = Rotações por minuto  
SD    =  Standard deviation 
SPE  = Extração em fase sólida 
T/R    =  Teste/Referência  
t ½      =  Meia-vida de eliminação = ln2/ kel  
TCLE   =  Termo de consentimento livre e esclarecido  
THF  = Tetrahidrofolato 
Tmax  = Tempo da concentração máxima   
  
SUMÁRIO 
 
1. Introdução          16 
1.1 Defeito do tubo neural         16 
1.2 Causas dos DTNs         17 
1.3 Folato          18 
1.4 Farmacologia do folato        20 
1.5 Prevenção do DTN         21 
1.6 Suplementação de Folatos        21 
1.7 Organizações governamentais       22 
1.8 Contraceptivos orais         24 
1.9 Métodos utilizados para medir folatos      26 
 
2. Objetivo          28 
 
3. Metodologia          29 
3.1 Participantes          29 
3.2 Critérios de inclusão         30 
3.3 Critérios de exclusão         31 
3.4 Desenho do estudo         33 
3.5 Medicamentos          34 
3.6 Restrições e proibições: antes, durante e após o estudo    36 
3.7 Local de administração        38 
3.8 Método de administração        38 
3.9 Coleta, manipulação, armazenagem e transporte das amostras  40 
3.10 Procedimentos operacionais padrão da etapa clínica    50                  
3.11 Desvios de protocolo e seus respectivos graus de impacto nos resultados 
clínicos e farmacocinéticos        50 
3.12 Conclusão da etapa clínica        51 
3.13 Análise estatística         51 
   
4. Resultados          53 
 
5. Discussão          58 
 
6. Conclusão          62 
 
7. Referências          63 
    
8. Anexos          68   
   
16 
 
 
1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Defeito do tubo neural  
 
As más formações do tubo neural são consideradas um dos defeitos 
congênitos mais prevalentes na população, juntamente com anomalias 
cardíacas congênitas e defeitos geniturinários. Os defeitos do tubo neural 
(DTNs) afetam em média uma em cada 1.000 gestações estabelecidas em 
todo o mundo. Os DTNs causam mortalidade infantil e deficiências graves, com 
os tipos mais comuns, anencefalia e espinha bífida. A falha de fusão do tubo 
neural durante a embriogênese poderá acarretar um conjunto de anomalias de 
desenvolvimento conhecidas como defeitos no fechamento do tubo neural que 
são malformações graves, irreversíveis podendo ser debilitantes ou até mesmo 
fatais (1;3).  
A gravidade clínica dos DTNs são variáveis podendo compreender: 
lesões abertas que afetam o cérebro (anencefalia, cranioraquisquisis) que são 
invariavelmente letais antes, ou ao nascimento; encefalocele que também pode 
ser letal, dependendo da extensão do dano cerebral causado pela hérnia; 
espinha bífida aberta que é geralmente compatível com a sobrevivência pós-
natal, embora o comprometimento neurológico resultante na dependência do 
nível da lesão, possa levar a parestesias, incapacidade de locomoção; 
distúrbios associados que poderão incluir, deformidades vertebrais, distúrbios 
geniturinários e gastrointestinais; lesões espinhais fechadas que são 
geralmente menos graves e podem ser assintomáticas, como a espinha bífida 
oculta, que é considerada uma variante normal. No entanto, a ancoragem da 
medula espinhal lombo sacra pode estar presente no disrafismo espinhal e 
pode levar a déficits motores e sensitivos dos membros inferiores. Os métodos 
para diagnóstico dos DTNs se desenvolveram muito ao longo das últimas 
décadas, atualmente, a maioria dos fetos com DTNs é diagnosticada no 
período pré-natal em países desenvolvidos, e muitos são abortados 
terapeuticamente. Por outro lado, muitos bebês com DTN continuam a nascer 
em países em desenvolvimento, onde o diagnóstico pré-natal não é rotineiro, e 
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em países onde o aborto terapêutico é ilegal ou não praticado por causa de 
visões religiosas ou culturais (2;3). 
 
1.2 Causas dos DTNs 
 
Embora os DTNs apresentem etiologia heterogênea, e na literatura 
diversos mecanismos já foram descritos em sua gênese, fatores genéticos e 
não genéticos estão envolvidos no seu surgimento, com até 70% da variação 
na prevalência de DTN por fatores genéticos. A evidência da causa genética 
inclui um aumento do risco de recorrência para irmãos de 2 a 5% em 
comparação com o risco de 0,1% na população geral, juntamente com uma 
frequência gradualmente decrescente em parentes mais distantes. Mulheres 
com duas ou mais gravidezes afetadas têm maior risco (aproximadamente 
10%) de recorrência adicional. A prevalência de DTN é maior em gêmeos do 
mesmo sexo (assumindo-se que inclua todos os casos monozigóticos) em 
comparação com pares diferentes de sexo, consistente com um componente 
genético significativo. No entanto, os DTNs raramente se apresentam como 
múltiplos casos em famílias, ao invés disso, um padrão esporádico é o que 
geralmente é observado. Em conjunto com a prevalência relativamente alta do 
DTN em todo o mundo, isso é consistente com um padrão multifatorial de 
herança poligênica ou oligogênica e um papel importante para fatores não 
genéticos (5). Os DTNs sofrem influência genética e ambiental. A deficiência de 
folato, um fator ambiental, está relacionada a um maior risco de DTNs, no 
entanto, o mecanismo de ocorrência ainda permanece incerto. Nas últimas 
décadas, numerosos fatores de risco genéticos e ambientais associados aos 
DTNs foram identificados, no entanto, a associação mais forte até hoje 
elucidada, está relacionada ao folato da vitamina B (2;6). Embora o folato 
materno esteja extremamente ligado ao risco de DTN, certos indivíduos dentro 
das populações estão mais propensos a desenvolver DTN do que outros, 
independentemente do nível de folato, indicando que a deficiência de folato por 
si só não é fator suficiente para causar um DTN. Sendo assim, um componente 
genético dos DTNs tem sido reconhecido (6;3). Diversos estudos sobre os 
efeitos da fortificação com ácido fólico já foram publicados, demonstrando, 
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também, reduções significativas na prevalência de defeitos do tubo neural. O 
efeito protetor foi comprovado nos diversos países e regiões estudados e 
variou de 50 a 78% (8).  
 
1.3 Folato  
 
O folato é um nutriente disponível na natureza, essencial para a 
síntese de nucleotídeos e metilação do DNA, funcionando também como 
cofator para enzimas que estão envolvidas com o metabolismo do carbono, 
atuando como coenzima no metabolismo de aminoácidos (glicina) e síntese de 
purinas e pirimidinas, síntese de ácido nucléico DNA e RNA e é vital para a 
divisão celular e síntese proteica (7;9). O metabolismo de um carbono no folato 
é o mecanismo chave no desenvolvimento de DTNs, os quais são afetados e 
interagem com fatores genéticos e ambientais. Na divisão celular, o folato 
desempenha um papel muito importante e, portanto, é essencial no processo 
gestacional. O ácido fólico tem um papel fundamental no processo da 
multiplicação celular, sendo, portanto, imprescindível durante a gravidez e nos 
primeiros meses de vida do recém-nascido. O folato interfere também com o 
aumento dos eritrócitos, com o alargamento do útero e com o crescimento da 
placenta e do feto. Durante a gravidez é necessário atender às necessidades 
do feto, tecidos placentários e maternos, principalmente no segundo e terceiro 
trimestres da gravidez, devido às necessidades impostas pelo crescimento fetal 
e pela quebra acelerada do folato, que reflete a rotatividade metabólica do 
mesmo (OMS /Organização das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura 
(FAO), 2004). As gestantes já são propensas a desenvolver deficiência de 
folato, provavelmente devido ao aumento da demanda desse nutriente para o 
crescimento fetal e tecidos maternos (3;8). 
O folato não é produzido pelo organismo, podendo ser encontrado 
em alguns alimentos, suplementos e produtos farmacêuticos, sendo que o 
ácido fólico, um poliglutamato, é uma forma sintética oxidada da vitamina, que 
não existe na natureza, exceto em alimentos fortificados, suplementos e 
produtos farmacêuticos, e corresponde a forma sintética de folato mais utilizada 
para suplementação de produtos, devido à sua estabilidade e custo reduzido 
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(9;10). Mas vários derivados comercialmente disponíveis de folatos têm sido 
propostos como possíveis alternativas ao ácido fólico para suplementação, 
dentre eles o levomofolato de cálcio. As formas naturais de folato estão 
disponíveis apenas como diasteroisômeros mistos, dos quais apenas metade 
possui atividade biológica.  As concentrações de folato plasmático e 
eritrocitário, e as concentrações sanguíneas de cisteína são parâmetros 
bioquímicos comumente utilizados para avaliar o status de folato em humanos. 
As taxas de folatos, logo após a ingestão, podem ser rapidamente avaliadas no 
plasma sanguíneo, já nos eritrócitos circulam por cerca de 120 dias, pois 
acumulam o folato durante a eritropoiese, sendo assim bons indicadores de 
longo prazo para o status de folato. Já um aumento das concentrações 
plasmáticas de homocisteína demonstra quantidades insuficientes de L-5-metil-
THF disponíveis (10). 
O folato está presente nas células como o diidrofolato ou o 
tetraidrofolato, seja na forma reduzida ou como derivados, com uma única 
unidade de carbono. O papel do tetraidrofolato reduzido é transportar unidades 
de um carbono que são obtidas de moléculas doadoras, como o aminoácido 
serina, para que ocorra a biossíntese de uma série de compostos, incluindo 
desoxinucleosideos, que são importantes na construção molecular do DNA. 
Esses intermediários também transferem metil (CH3) ao DNA ("metilação"), 
que corresponde a um dos processos epigenéticos responsáveis pela 
regulação da expressão gênica (7;9). Deficiência de folato poderão causar 
defeitos do tubo neural, anormalidades hematológicas e imunidade 
prejudicada. Com a deficiência de folato, haverá um aumento nas taxas de 
morte prematura dos eritroblastos, como demonstrado pelas elevadas 
concentrações séricas de bilirrubina e lactato desidrogenase (9;11). Embora o 
efeito de suplementação de ácido fólico durante o período pré concepcional, 
para reduzir a incidência dos DTNs, estejam bem estabelecidos, há um 
conjunto de evidências crescentes que apoiam os efeitos benéficos do ácido 
fólico na saúde em geral e sugerem a possibilidade de seu futuro papel na 
prevenção e tratamento de doenças mediante a investigações adicionais 
futuras (12).  
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1.4 Farmacologia do folato 
 
O ácido fólico é absorvido no intestino delgado proximal, é 
hidrolisado em monoglutamatos por células de borda em escova do intestino, 
antes da absorção. É reduzido a diidrofolato e depois ao tetraidrofolato (THF) 
pela diidrofolato redutase, e então metabolizado via serina 
hidroximetiltransferase e 5,10-metileno-THF redutase à L-5-metil-THF. A L-5-
metil-THF é a forma biologicamente ativa dos folatos que entra na circulação 
periférica. Já o levomefolato de cálcio é um sal de cálcio de L-5-metil-THF, que 
não necessita de parte da transformação que ocorre com ácido fólico. Estudos 
comparando L-5-metil-THF e ácido fólico descobriram que os dois compostos 
têm atividade fisiológica comparável, biodisponibilidade e absorção em doses 
equimolares. Os estudos de biodisponibilidade forneceram fortes evidências de 
que ambos são igualmente eficazes na melhoria da quantidade do folato, 
medido pelas concentrações sanguíneas de folato e pelos indicadores 
funcionais do estado do folato, como a homocisteína plasmática. A diferença 
entre eles não é farmacológica e sim financeira, em relação aos custos para 
formulação de ambos (10).  
A 5- ou 10-formil-THF ou L-5-metil-THF, correspondem a principal 
forma biologicamente ativa de ácido fólico, principalmente na mucosa do 
intestino delgado e no fígado. A L-5-metil-THF entra na circulação periférica 
aumentando sua concentração dentro de 15-20 min após a ingestão de ácido 
fólico. A pequena quantidade de ácido fólico não metabolizado aparece na 
circulação acima das doses de 200 mg/dia e persiste no plasma por 6h após a 
ingestão de uma dose única (9;10;13;14;15). Após uma administração oral de 
0,8 mg de ácido fólico a voluntários saudáveis chineses do sexo masculino, a 
meia vida de eliminação (t1 / 2) foi 1,4 ± 1,5 h para o ácido fólico e 5,6 ± 7,5 h 
para o L-5-methil-THF (14). Aproximadamente 50% do folato plasmático liga-se 
às proteínas plasmáticas, principalmente à albumina (17;18). 
O L-5-metil-THF serve como cofator para transportar unidades de 
um carbono, obtidas de moléculas doadoras, como a serina, para 
intermediários na biossíntese de uma série de compostos, incluindo 
desoxinucleosídeos. Esses intermediários também transferem grupos metil 
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para a metilação do DNA, um dos processos epigenéticos que regulam a 
expressão gênica. A deficiência de folato prejudica a divisão de todas as 
células e inibe o desenvolvimento e a propagação de células de rápida 
proliferação, como os precursores dos eritrócitos. Consequentemente, reduz a 
proliferação de células de outras linhagens hematopoiéticas e aquelas 
envolvidas na resposta imunológica à infecção, gerando as manifestações de 
deficiência de folato já descritas (9;11;19). O ácido fólico (ácido 
pteroilglutâmico) é a forma estável e industrialmente sintetizada da vitamina 
que usualmente é utilizada para suplementação dos folatos. Os 
monoglutamatos são absorvidos com mais eficiência do que os folatos naturais 
da dieta. Aproximadamente 90% de uma dose única de monoglutamato de 
folato é absorvida, independentemente do tamanho da dose, pequena (100 μg) 
ou grande (15 mg) (9;20). Independentemente da forma ou dose do derivado 
de folato administrado, o monoglutamato 5-metil-THF é de longe a forma 
predominante na circulação, de folato exógeno disponível para a absorção 
celular. A concentração do folato no organismo pode ser reduzida pelo uso de 
drogas que interferem no metabolismo do folato do hospedeiro, como alguns 
medicamentos anti malária, fenobarbital, isoniazida, sulfassolazina, fenitoína e 
carbamazepina que são muito utilizados na prevenção de crises epilépticas em 
primeira linha, metotrexato (antitumoral), doenças gastrointestinais como a  
doença de Crohn ou defeitos genéticos nos mecanismos de absorção, 
alcoolismo crônico e cirurgias do tipo bypass gástrico em Y-de-Roux, o que 
poderá causar anemia megaloblástica (9;21). 
 
1.5 Prevenção do DTN 
 
Para prevenir o DTN, e considerando que o tubo neural se fecha no 
28º dia de gestação, época em que a maioria das mulheres não sabe que está 
grávida, mesmo nas gestações planejadas, a suplementação de ácido fólico 
deve iniciar antes da concepção, preferencialmente três meses antes, e se 
manter até o segundo mês de vida do recém-nascido (1;3;4). 
 
1.6 Suplementação de Folatos 
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Os seres humanos não são capazes de sintetizar o folato, portanto 
são totalmente dependentes do folato de fontes exógenas, sendo elas 
alimentares ou através de suplementação sintética. Os alimentos ricos em 
folatos incluem carne (por exemplo, fígado), grãos (por exemplo, lentilhas, 
produtos de soja), frutas e legumes  (por exemplo, erva-doce, nozes, espinafre, 
folhas escuras em geral, brócolis, repolho, beterraba, batata) e amidos (pão 
integral, farelo de trigo, arroz), sendo que os folatos adquiridos através da dieta 
são principalmente conjugados a uma cadeia de poliglutamato.  
O ácido fólico corresponde a uma forma sintética de folato, o qual 
necessita de transformações metabólicas para se tornar ativo (9;22). A 
vantagem do ácido fólico sobre folatos naturais é que ele tem maior 
estabilidade e maior taxa de absorção. Seu custo financeiro o torna 
particularmente adequado para uso em suplementos vitamínicos, 
farmacêuticos e alimentos fortificados.  
O folato é uma vitamina B essencial a várias reações de 
transferência de um carbono, participando assim da síntese de DNA, reparo e 
metilação, da síntese de metionina. As mulheres durante a gestação 
necessitam de um aporte maior de folato, por se tratar de uma época de alta 
atividade metabólica devido ao rápido crescimento fetal, diferenciação de 
órgãos e altas taxas de divisão celular, sendo assim, as reações de 
transferência de um carbono são altamente requisitadas (23).  
O levomefolato de cálcio é um sal de cálcio de L-5-metil-THF, com a 
mesma função do ácido fólico e obtido também sinteticamente. Diferencia-se 
do ácido fólico por não necessitar de etapa de transformação para se tornar 
metabolicamente ativo, sendo particularmente útil em indivíduos onde a tetra-
hidro-folato-redutase esteja com funcionamento comprometido (24;25).  
 
1.7 Organizações governamentais 
 
Desde a década de 1950, sabe-se que a suplementação com ácido 
fólico previne a anemia megaloblástica durante a gravidez. Na década de 1990, 
23 
 
 
grandes estudos randomizados demonstraram que a suplementação 
periconcepcional de ácido fólico pode também prevenir defeitos do tubo neural 
no recém-nascido (26). Atualmente, muitos países recomendam a 
suplementação com ácido fólico periconcepcional, e alguns países introduziram 
a fortificação obrigatória de algumas modalidades alimentares com ácido fólico 
(23;26). 
Por prevenir de 50-75% dos casos de DTN, a Organização Mundial 
de Saúde (OMS) e organizações governamentais em muitos países 
recomendaram a suplementação de ácido fólico de 0,4 mg / dia combinada 
com uma dieta rica em folato periconcepcionalmente para mulheres saudáveis 
em idade fértil (27). Mesmo assim, um número substancial de mulheres não faz 
suplementação regular com ácido fólico (1;25). Na Noruega, a suplementação 
de 400 μg/d é recomendada desde o planejamento da gravidez até a décima 
segunda semana gestacional (Conselho Nórdico de Ministros). 
As iniciativas governamentais em diversos países da América, 
África, Ásia e Europa para melhorar a suplementação de folato entre mulheres 
com potencial para engravidar, até o momento, não tiveram resultados tão 
satisfatórios. Quatro estudos que avaliaram os efeitos do uso periconcepcional 
de ácido fólico antes e após a introdução de campanhas públicas de 
conscientização sobre ácido fólico no Reino Unido, Holanda e Austrália 
mostraram que as taxas pós-campanha de uso de ácido fólico não excederam 
50% (Conselho Nórdico de Ministros). Nos Estados Unidos da América, dados 
da Pesquisa Nacional de Saúde e Nutrição mostraram que apenas 24% das 
mulheres não grávidas que apresentavam potencial para engravidar estavam 
realmente ingerindo a dose recomendada de ácido fólico. Na Europa, a 
incidência de DTN permaneceu 4.500 casos / ano na última década (27). 
Assim, apesar do conhecimento de que o status adequado de folato durante o 
período periconcepcional está altamente associado a um risco reduzido de 
defeitos do tubo neural, ainda permanece uma lacuna na transformação desse 
conhecimento em ações úteis e realmente eficazes, portanto são necessários 
mais esforços governamentais (28). 
Para aumentar a adesão ao uso da suplementação com ácido fólico, 
diversas medidas de saúde pública têm sido utilizadas para as mulheres antes 
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da gravidez e durante os primeiros meses de organogênese. As três principais 
abordagens incluíram a melhoria da dieta, a suplementação de folato e a 
fortificação de alimentos. Alguns países optaram pela suplementação com 
ácido fólico nos produtos derivados de cereais, como a farinha. Em 47 países, 
atualmente, a suplementação de farinha com ácido fólico é obrigatória, nos 
continentes da América e Oceania, no Oriente Médio e alguns países da África. 
A fortificação com ácido fólico obrigatório tem sido estudada em alguns países 
onde obteve-se um declínio significativo na prevalência do DTN, por exemplo, 
após a fortificação obrigatória com ácido fólico nos EUA e no Canadá, a 
ocorrência do DTN reduziu em 28% e 46%, respectivamente. No entanto, parte 
desse declínio pode ser explicado por uma melhor acompanhamento pré-natal 
e pela legalização do término das gestações afetadas. Após a fortificação 
obrigatória com ácido fólico, muitas questões surgiram em relação à liberdade 
individual (para escolher alimentos fortificados ou não fortificados) e sobre o 
monitoramento viável dos perigos potenciais da fortificação (27;29). 
Surgiram preocupações sobre os efeitos adversos dos altos níveis 
de suplementação de folato. Dentre essas preocupações há a possibilidade do 
mascaramento da deficiência de vitamina B12, essa deficiência poderá produzir 
uma anemia idêntica à de deficiência de folato, mas gerando danos 
irreversíveis ao SNC e ao sistema nervoso periférico. Como o ácido fólico é 
capaz de corrigir a anemia da deficiência de vitamina B12, isso retardará o 
diagnóstico, mas não impedirá a progressão para danos neurológicos. No 
momento não há evidências para apoiar ou refutar esse possível dano, 
necessitando de maiores estudos acerca do assunto. Além disso, devido à 
baixa prevalência de deficiência de vitamina B12 em mulheres jovens, parece 
pouco provável que a suplementação de ácido fólico em mulheres em idade 
fértil resultaria nesse efeito colateral (30). 
 
1.8 Contraceptivos orais 
 
Os contraceptivos orais foram recomendados como um veículo para 
a suplementação de folato em mulheres em idade fértil e vem sendo 
amplamente discutido. Mesmo as mulheres que estão usando contraceptivos 
25 
 
 
orais podem engravidar como resultado de inconsistências ou erros ao tomar 
os mesmos, além disso, ao cessar o uso do contraceptivo, a mulher já teria 
concentrações protetoras de folato, caso ela rapidamente engravidar, não 
necessitando aguardar aproximadamente 12 semanas para atingir a 
concentração protetora de folato (906 nmol nos glóbulos vermelhos), pois ela já 
estaria protegida devido a associação do ácido fólico ao anticoncepcional. O 
uso de contraceptivos orais é muito comum, especialmente em mulheres 
jovens, e sua utilização promove uma redução dos níveis de folato no 
organismo (2;6;31;32). Em uma metanálise realizada em 2015, pode-se 
evidenciar essa concordância na redução dos níveis de folato, sendo que as 
concentrações plasmáticas de folato com o uso de contraceptivos orais reduziu 
1,27 µg / L (IC 95% -1,85 a -0,69) e nas hemácias houve uma redução nas 
concentrações médias combinadas de folato em usuários de contraceptivos de 
59,32 µg / L (IC95% 58,03 a 23,04) (31). 
Uma outra alternativa seria a utilização de contraceptivo com 
levomefolato de cálcio em substituição ao ácido fólico, um estudo comparou 
dois contraceptivos orais, um contendo etinilestradiol 0,020 mg - drospirenona 
3 mg - levomefolato de cálcio 0,451 mg e um outro contraceptivo contendo 
etinilestradiol 0,030 mg - drospirenona 3 mg - levomefolato de cálcio 0,451 mg, 
os quais foram aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) em 2010 
(Metafolin®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), e foi observado uma redução 
progressiva dos níveis de folato em mulheres que tomam uma pílula com 
etinilestradiol 0,030 mg fortificada com a mesma dose de levomefolato de 
cálcio. Esses estudos demonstraram que o levomefolato é no mínimo tão eficaz 
quanto o ácido fólico no aumento dos níveis de folato no eritrócito e na redução 
dos níveis plasmáticos de homocisteína. Além disso, os níveis de folato 
mantiveram-se acima dos valores basais durante cinco ciclos de 24 semanas 
de tratamento diário com contraceptivos orais (etinilestradiol e drospirenona) 
enriquecidos com levomefolato de cálcio, reduzindo assim o risco de uma 
gravidez afetada por defeitos do tubo neural (13;33). 
Além do efeito do ácido fólico na redução de DTN, também há 
redução de risco para outras doenças, incluindo demência, anormalidades 
hematológicas e alguns tipos de cânceres. É também utilizado na prevenção e 
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tratamento da malária (9;10;34;35). Além disso, baixas concentrações de folato 
e vitamina B6 são frequentemente associadas a um risco aumentado de 
doença vascular além de prejudicar a imunidade (22). 
 
1.9 Métodos utilizados para medir folatos 
 
A análise de rotina do folato sérico e eritrocitário tem sido objeto de 
inúmeras revisões, comentários e controvérsias, existindo uma profunda falta 
de acordo sobre a medição de folato como já evidenciado pelos dados 
internacionais para folato sérico compilados em 1996. Já foram utilizados 
imunoensaio por quimioluminescência, imunoensaio de captura de íons, 
cromatografia líquida (LC) com detecção por fluorescência, ensaio 
microbiológico e radioensaio. A interpretação dos dados dessas diversas 
formas de medição, em termos de precisão, é difícil, pois alguns dos métodos 
utilizam 5-metil tetrahidrofolato como calibrador primário, outros métodos 
utilizam ácido 5-formiltetra-hidrofólico ou ácido fólico como calibrador. A falta de 
referência, de métodos específicos, seletivos e sensíveis para folatos fez com 
que a busca por outros métodos se fizesse necessária (36). 
Os folatos que ocorrem naturalmente existem em múltiplas formas, 
sendo diferenciados na estrutura do anel de pteridina e no número de resíduos 
de glutamato. A capacidade de medir o folato em tecidos e células fornece 
informações importantes sobre o metabolismo do folato in vivo. O sistema de 
HPLC automatizado permite a determinação simultânea de formas de 
poliglutamina de folatos a partir de amostras biológicas, incluindo 
tetraidrofolato, 5-metiltetrahidrofolato, folatos formilados e pteroilglutamato. 
Esse sistema possui baixos limites de detecção, o que permite a análise da 
distribuição da forma de folato em amostras humanas, como eritrócitos (37). 
A determinação quantitativa de folatos no sangue, em geral, é 
complicada também, por seus níveis naturalmente baixos (pg / mL a ng / mL), 
sua instabilidade e sua tendência de Inter conversão. São necessários métodos 
analíticos altamente específicos e sensíveis para sua quantificação com 
precisão no plasma humano (36;37).  
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Os métodos clínicos atuais para medição do folato fornecem 
resultados diferentes e não podem medir as várias formas de folato. Um 
trabalho pioneiro em 2004 utilizou o método da cromatografia líquida acoplada 
à espectrometria de massas (LC/MS) e foi capaz de demonstrar excelente 
sensibilidade e precisão satisfatória. A especificidade deste método é uma 
clara vantagem quando se trata de quantificar as formas individuais de folato. 
Pode ser uma desvantagem quando a mensuração do folato total seja 
interessante, porque as únicas formas de folato medidas são aquelas de que 
se tem conhecimento. No entanto, este método altamente específico tem um 
alto potencial de se tornar um método de referência para padronizar os ensaios 
clínicos. Este método estável de LC/MS de diluição isotópica pode quantificar 
L-5-metil-THF, 5-fomil-THF e ácido fólico no soro (38).  
Há vários anos, sabe-se que os ensaios clínicos usados para medir 
o folato sérico estão em desacordo e que o uso de intervalos de referência 
específicos para cada ensaio já foi sugerido. Avanços recentes em tecnologia 
finalmente tornaram possível a introdução do método LC/MS e sua utilização 
como método de referência para medir os folatos (38;39). 
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2. OBJETIVO 
 
O presente estudo tem como objetivo avaliar se o uso de 
contraceptivo oral associado a suplementação de ácido fólico, pode ser 
considerado um veículo viável em mulheres saudáveis em idade reprodutiva, 
avaliando a concentração do ácido fólico em sangue total após a 
suplementação com 0,4 mg de ácido fólico concomitantemente a 0,02 mg de 
etinilestradiol e 0,10 mg de levonorgestrel (Level-Fol® Biolab Sanus 
Farmacêutica, Brasil). A concentração do ácido fólico foi medida pelo método 
de cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa (LC-MS / MS). 
Este estudo objetivou ainda avaliar a segurança e a tolerabilidade do 
medicamento. 
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3. METODOLOGIA 
 
O presente estudo foi desenvolvido na cidade de Campinas, SP sob 
a supervisão do Dr. Gilberto De Nucci, patrocinado pelo laboratório Biolab 
Sanus Farmacêutica Ltda e desenvolvido na Galeno Desenvolvimento de 
Pesquisas Ltda, localizada à rua Latino Coelho, 1301 em Campinas, SP. Para 
execução do mesmo, inicialmente o estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética 
em Pesquisa local (protocolo GDN 028/12) conforme Anexo 1 e foi registrado 
no ClinicalTrial.gov (NCT03359057). O estudo foi realizado de acordo com a 
Declaração de Helsinque (pt-BR) revisada em 2008 para pesquisa biomédica 
envolvendo seres humanos. 
 
3.1 Participantes 
 
Foram selecionadas 36 voluntárias, via contato telefônico para uma 
reunião prévia, mulheres que já faziam parte de um banco de voluntários 
(arquivo de voluntários recrutados aptos), do sexo feminino com idade entre 18 
e 35 anos, sem uso de anticoncepcionais hormonais, com boas condições de 
saúde (Tabela 1), sem doenças como: doenças gastrointestinais, doença de 
Crohn ou defeitos genéticos nos mecanismos de absorção, alcoolismo crônico, 
cirurgias do tipo bypass gástrico em Y-de-Roux e sem utilização de 
medicamentos que interfiram na absorção do folato como: metotrexate, 
medicamentos anti malária ou para tratamento de tuberculose, medicamento 
anticonvulsivante. As voluntárias foram avaliadas clinicamente pelo médico 
responsável pelo estudo, ocasião em que foram obtidos os dados da história 
médica e realizado o exame físico. As informações foram documentadas 
através dos formulários padrão do CRF de cada voluntária. Um resumo dos 
dados da história médica e de exame físico das voluntárias é apresentado no 
Anexo 5. 
As voluntárias apresentavam função hepática, renal e cardíaca 
dentro dos limites normais, previamente acessados por avaliação clínica 
(anamnese, exame físico e eletrocardiograma) e exames laboratoriais 
(hemoglobina, hematócrito, contagem total e diferencial de leucócitos, glicemia, 
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ureia, creatinina, aminotransferase, fosfatase alcalina, gama-glutamil 
transferase, bilirrubina total, albumina, proteína total, triglicerídeos, colesterol 
total, ácido úrico, urina de rotina e parasitológicos). Todos os indivíduos foram 
negativos para teste de HIV, HCV, HBsAg, Anti-HBc e beta gonadotrofina 
coriônica humana. Trinta e seis voluntárias que satisfizeram os critérios de 
inclusão/exclusão do estudo foram inicialmente selecionadas para condução do 
estudo, ou seja, um N = 36. Destas selecionadas, 36 participaram da fase de 
tratamento e 35 concluíram o protocolo do estudo. A idade das voluntárias 
variou entre 18 e 35 anos (média = 29 anos) as quais apresentaram um Índice 
de Massa Corpórea entre 19.82 e 28,62 (média = 24.52). O peso e a altura 
ficaram compreendidos entre 47 e 77.00 kg (média = 64.03 kg) e 1.50 e 1.80 m 
(média = 1.62 m), respectivamente e são apresentados no Anexo 5. Para 
seleção, foi também respeitado o limite máximo de 90 dias entre a data de 
realização dos exames laboratoriais e a data prevista para o início do protocolo. 
O mesmo perfil de exames, com exceção dos testes sorológicos e 
parasitológico de fezes, foi realizado após a fase de tratamento, conforme 
estabelecido no protocolo do Estudo. 
 
Tabela 01. Dados demográficos das voluntárias sadias (n = 36). 
 
Variáveis Voluntárias sadias femininas   
Idade (anos)           29,0 (18,0-35,0) 
Peso (Kg)           64,0 (47,0-77,0) 
Altura (m)           1,62 (1,50-1,80) 
Índice de massa corpórea (Kg/m2)           24,52 (19,81-28,62) 
Os dados são expressos como média (intervalo). 
 
3.2 Critérios de inclusão 
 
3.2.1 Voluntárias do sexo feminino com idade entre 18 a 35 anos 
(em idade fértil), sem uso de anticoncepcionais hormonais (pílulas 
pelo menos 03 meses e injetáveis 01 ano), de ciclo regulares. As 
31 
 
 
mulheres não poderão estar grávidas e nem em regime de 
amamentação; 
3.2.2 Voluntária com índice de massa corpórea maior ou igual a 19 e 
menor ou igual a 28,75;  
3.2.3 Boas condições de saúde ou sem doenças significativas, a 
juízo médico, de acordo com as regras definidas no Protocolo e 
avaliações a que foi submetida: história clínica, aferição de pressão 
e pulso, exame físico e psicológico, ECG, e exames laboratoriais 
complementares;  
3.2.4 Capaz de compreender a natureza e objetivo do estudo, 
inclusive os riscos e efeitos adversos, e com intenção de cooperar 
com o Pesquisador e agir de acordo com os requerimentos de todo o 
ensaio, o que vem a ser confirmado mediante a assinatura do Termo 
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) descrito no Anexo 2. 
 
3.3 Critérios de exclusão 
 
Problemas relacionados com a droga:  
3.3.1 A voluntária tem sabidamente uma hipersensibilidade a droga 
estudada (etinilestradiol/levonorgestrel/ácido fólico) ou a compostos 
quimicamente relacionados; história de reações adversas sérias ou 
hipersensibilidade a qualquer droga;  
3.3.2 História ou presença de doenças hepáticas ou gastrintestinais 
ou outra condição que interfira com a absorção, distribuição, 
excreção ou metabolismo da droga (como doenças gastrointestinais, 
doença de Crohn, ou defeitos genéticos nos mecanismos de 
absorção, alcoolismo crônico, utilização de medicamentos anti 
malária, anticonvulsivante, metrotexate, paciente que tenha sido 
submetido a cirurgia de redução do tipo bypass gástrico em Y-de-
Roux);  
3.3.3 Uso de terapia de manutenção com qualquer droga.  
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Doenças ou problemas de saúde:  
3.3.4 Tem história de doença hepática, renal, pulmonar, 
gastrintestinal, epiléptica, hematológica ou psiquiátrica; tem hipo ou 
hipertensão de qualquer etiologia que necessite de tratamento 
farmacológico; tem história ou teve infarto do miocárdio, angina e/ou 
insuficiência cardíaca;  
3.3.5 Achados eletrocardiográficos não recomendados a critério do 
Pesquisador para participação no estudo;  
3.3.6 Os resultados dos exames laboratoriais de triagem apresentam 
desvios considerados clinicamente relevantes pelo pesquisador.  
 
Hábitos e Dependências: 
3.3.7 Voluntária é fumante;  
3.3.8 A voluntária ingere mais do que 5 xícaras de café ou chá por 
dia;  
3.3.9 Hábitos alimentares incomuns, p.ex., vegetarianos;  
3.3.10 Tem história de abuso de álcool ou drogas ou consumo 
expressivo de álcool (> 35 g/dia). 
Condições encontradas nos dias/meses que antecedem o estudo:  
3.3.11 Fez uso de medicação regular dentro das 2 semanas que 
antecederam o início do tratamento e a data de avaliação, ou fez uso 
de qualquer medicação dentro de uma semana, excetuando-se 
anticoncepcionais por via oral ou os casos em que, com base na 
meia-vida do fármaco e/ou metabólitos ativos, possa ser assumida a 
completa eliminação;  
3.3.12 Foi internada por qualquer motivo até 8 semanas antes do 
início do primeiro período de tratamento deste estudo;  
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3.3.13 Tratamento dentro dos 6 meses prévios ao estudo com 
qualquer droga conhecida de ter um potencial tóxico bem definido 
nos grandes órgãos;  
3.3.14 A voluntária participou de qualquer estudo experimental ou 
ingeriu qualquer droga experimental dentro dos seis meses que 
antecedem o início deste estudo;  
3.3.15 A voluntária doou ou perdeu 450 ml ou mais de sangue 
durante três meses que antecederam ao estudo ou efetuou 3 
doações (mulheres) dentro dos 12 meses que precederam o estudo.  
Outras condições:  
3.3.16 A voluntária tem qualquer condição que a impede de 
participar do estudo pelo julgamento do investigador;  
3.3.17 Teste positivo de gravidez, parto ou aborto nas 12 semanas 
anteriores a data prevista para início do estudo. 
 
3.4 Desenho do estudo 
 
Estudo de Fase II, monocêntrico, aberto, com 1 regime de 
tratamento, em 3 ciclos (12 semanas), com administração em doses múltiplas, 
em que as voluntárias saudáveis receberam um comprimido do produto teste - 
etinil estradiol 0,02 mg + levonorgestrel 0,1 mg + ácido fólico 0,4 mg (Level-
Fol® Biolab Sanus Farmacêutica, Brasil) por 21 dias, e nos 7 dias 
subsequentes finais do ciclo de 30 dias, receberam um comprimido revestido 
com placebo contendo apenas ácido fólico 0,4 mg (Biolab Sanus Farmacêutica, 
Brasil). Para garantir a adesão ao tratamento, as voluntárias foram obrigadas a 
apresentar-se à Unidade Clínica da Galeno Desenvolvimento de Pesquisas 
para cada administração do medicamento, que foi assistida por um membro da 
equipe de pesquisa, durante todo o estudo. As participantes foram ressarcidas 
de suas despesas de todas as visitas à clínica para participar do estudo. 
O tratamento teve duração de 12 semanas, onde cada voluntária 
recebeu 3 ciclos completos dos medicamentos (produto teste e placebo). Cada 
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ciclo teve administração de 1 comprimido de etinilestradiol + levonorgestrel + 
ácido fólico - comprimido revestido – 0,02mg + 0,10mg + 0,4mg por dia por 21 
dias e uma semana (7 dias) de cada ciclo, com a administração de 1 
comprimido placebo de ácido fólico - comprimido revestido – 0,4mg, Anexo 4. 
 
3.5 Medicamentos 
 
Dados da Formulação Teste e placebo se encontram no Anexo 4. 
O Etinilestradiol é um contraceptivo oral que age pela supressão das 
gonadotropinas. Embora o mecanismo preliminar de ação seja a inibição da 
ovulação, outras alterações incluem mudanças no muco cervical (aumentando 
a dificuldade de entrada do espermatozoide no útero) e no endométrio 
(reduzindo a probabilidade da implantação). É absorvido rapidamente e quase 
completamente, sendo indicado para prevenção de gravidez como método 
contraceptivo. São contra indicados nos casos de tromboflebites ou doença 
tromboembólica; história de tromboflebites ou doença tromboembólica severa; 
doença arteiro vascular ou coronária cerebral; carcinoma no endométrio ou 
neoplasia estrógeno dependente (inclusive suspeita); sangramento genital 
anormal não diagnosticado; icterícia colestática da gravidez ou icterícia devido 
a uso prévio da pílula; adenomas ou carcinomas hepáticos; gravidez sabida ou 
suspeita. 
O Levonorgestrel inibe a ovulação e promove alterações do muco 
cervical, tornando-o mais viscoso, dificultando a ascensão dos 
espermatozoides à cavidade uterina. Além disso, a membrana uterina não está 
preparada para a nidação do ovo. Desta forma, levonorgestrel proporciona 
mais de um mecanismo de proteção na prevenção da gravidez. Esse 
medicamento não exibe nenhuma atividade estrogênica significativa e é 
altamente progestacional. Suas contra indicações são: gravidez; insuficiência 
hepática grave; antecedentes de icterícia ou prurido gestacional grave; 
síndrome de Dubin-Johnson e de Rotor; tumor hepático existente ou 
antecedentes do mesmo; processos tromboembólicos arteriais ou venosos ou 
antecedentes dos mesmos, bem como estados que aumentem a tendência a 
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tais enfermidades (por exemplo: distúrbios do sistema de coagulação com 
tendência a trombose, determinadas enfermidades cardíacas); anemia de 
células falciformes; carcinoma de mama ou de endométrio, tratados ou atuais; 
diabetes mellitus grave com alterações vasculares; dislipidemias; antecedentes 
de herpes gravídico; otosclerose com agravamento durante alguma gestação 
anterior. 
Ácido Fólico pertence às vitaminas do grupo B e atua como 
coenzima para vários processos metabólicos incluindo a síntese de purina e 
pirimidina e, portanto, na síntese de DNA. Está envolvido também na 
conversão de alguns aminoácidos. As quantidades superiores às necessidades 
diárias são eliminadas na urina, principalmente como produto inalterado. O 
ácido fólico, depois de sua conversão em ácido tetrahidrofólico, é usado na 
eritropoiese normal e para a síntese de nucleoproteínas. Nos casos de 
hipersensibilidade ao ácido fólico ou a qualquer um dos componentes inativos 
da fórmula, ou em casos de anemia perniciosa sua utilização está contra 
indicada. 
Por ocasião da conferência da medicação recebida, uma unidade de 
cada formulação foi utilizada para avaliação das propriedades organolépticas e 
comparação dos produtos recebidos.  As demais amostras recebidas – 2299 
comprimidos da formulação teste e 1999 comprimidos da formulação placebo 
(com ácido fólico) – foram destinadas à administração da medicação às 
voluntárias do Estudo, incluindo, portanto, quantidade extra para contornar 
eventuais casos de perda de medicação. 
Ao final da Etapa Clínica, todas as amostras remanescentes, 
originalmente destinadas à administração da medicação, foram conservadas e 
retidas na Sala de Armazenamento das Medicações. As informações quanto às 
quantidades das medicações retidas encontram-se descritos no Anexo 3. 
A cópia do Formulário de Retenção da Medicação encontra-se no 
Anexo 3. 
O inventário dos medicamentos, com a informação da quantidade 
total de medicamentos encaminhados para utilização na administração aos 
voluntários encontra-se também anexado (Anexo 4). 
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3.6 Restrições e proibições: antes, durante e após o 
estudo 
 
Medicamentos: 
 
Todos as voluntárias do estudo foram informadas que qualquer 
remédio, incluindo aqueles vendidos sem prescrição médica, não poderia ser 
tomado de forma regular por no mínimo 7 dias antes do início do primeiro 
período do estudo e, mesmo que de forma irregular, dentro de 7 dias antes do 
início do primeiro período do estudo. Caso o processo de seleção inicie antes 
de 7 dias da data programada para o primeiro período de estudo, esta restrição 
deverá ser cuidadosamente verificada através de questionamento a voluntária.  
Durante a fase de tratamento também não foi permitida qualquer medicação 
concomitante, inclusive aquelas vendidas sem prescrição médica. Na 
ocorrência de ingestão de medicamentos, o Pesquisador avaliou se, com base 
na meia-vida do fármaco e/ou metabólitos ativos, pôde ser assumida a 
completa eliminação da medicação, e, por conseguinte, a não interferência com 
a condução do estudo. Todavia, em caso de emergência, incluindo eventos 
adversos, o Pesquisador pôde decidir administrar medicações as quais 
considerou absolutamente necessárias para o bem-estar das voluntárias. Neste 
caso, o uso da medicação também foi registrado apropriadamente nos CRFs 
(Formulários de Registro de Casos) individuais.  
 
Dieta: 
 
Não houve padronização da dieta, visto que o grupo controle seria o 
próprio paciente, o qual seguiria a sua dieta rotineira, tanto para as 
mensurações prévias quanto pós suplementação com ácido fólico.  
 
Outras Restrições quanto a Terapias e Condutas: 
 
Reiterou-se a proibição quanto ao fumo ou uso de drogas, que são 
critérios de exclusão/desligamento do Estudo. Não foi permitida doação de 
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sangue durante o estudo. A perda involuntária de sangue deveria ser 
comunicada à equipe médica, a qual tomaria as providências cabíveis. Não foi 
permitida a participação no estudo de voluntárias que estivessem grávidas 
(mesmo que o fato ocorresse após a realização do exame laboratorial na fase 
de recrutamento), que estivessem amamentando, que tivessem realizado parto 
ou sofrido aborto nas últimas 12 semanas, ou que estivessem pretendendo 
engravidar durante o prazo de duração do estudo. Caso, mesmo tomadas as 
devidas precauções, a voluntária suspeitasse de que estivesse grávida durante 
a participação no estudo, deveria imediatamente comunicar o ocorrido à equipe 
e deveria interromper sua participação. O fato deveria ficar devidamente 
documentado no Formulário de Relato de Caso (CRF). 
 
Critérios de descontinuação ou retirada de voluntárias do estudo: 
Solicitação por parte da voluntária para se retirar do estudo a 
qualquer momento: 
• Voluntária não deseja continuar no estudo por razões pessoais 
(ou    mesmo sem razão); 
• Voluntária não deseja continuar no estudo devido os eventos 
adversos da droga de estudo (efeitos não desejáveis 
possivelmente relacionados a droga em estudo);  
• Voluntária não deseja continuar por razões outras que não 
efeitos adversos, por exemplo, indisponibilidade, intolerância aos 
procedimentos do estudo, sinais ou sintomas pré-tratamento;  
 
O Pesquisador pôde retirar a voluntária do estudo por uma das 
seguintes razões:  
• Não aderência às exigências do protocolo;  
• Eventos adversos ou sintomas ou sinais de possível toxicidade;  
• Doença intercorrente requerendo medicação;  
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• Resposta positiva à reavaliação de qualquer um dos critérios de 
exclusão, no momento da admissão ao primeiro período de 
tratamento ou em ocasião subsequente; 
• Qualquer outra condição que, a juízo do Pesquisador, seja do 
interesse para manutenção da saúde da voluntária;  
 
Retirada devido a vômito:  
• Voluntárias que vomitem após a ingestão do medicamento até o 
dobro do tempo do Tmax do ingrediente ativo (conforme 
documentado em função da medicação teste); no caso, 
voluntários com histórico de vômito dentro de 8 horas após a 
administração devem ser excluídos (Bioavailability and 
Bioequivalence Studies for Orally Administered Drug Products – 
General Considerations, Oct, 2000). 
 
Na Tabela 2 estão relatados os casos de retirada ou desistência da 
voluntária. 
 
Tabela 02. Caso de retirada ou desistência da voluntária e respectivo detalhamento 
 
Voluntária    Código                    Ciclo        Detalhamento 
    
        07                    NM120194F   01 A voluntária não compareceu a partir do 3º dia 
de medicação do 1º ciclo, sendo que ela não 
desejou continuar no estudo por razões 
pessoais, conforme item 1 dos critérios de 
descontinuação ou retirada de voluntárias do 
estudo. 
 
3.7 Local  de administração 
 
As voluntárias realizaram a etapa clínica do estudo na Unidade 
Clinica Ambulatorial da Galeno, à Av. João Erbolato, 266 – Campinas – SP. 
 
3.8 Método de administração 
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O período de administração da medicação teve duração prevista de 
12 semanas (84 dias). Durante os 84 dias de administração da medicação teste 
e placebo, as voluntárias compareceram à Unidade Clinica da galeno 
Desenvolvimento de Pesquisas do Centro, às 8:00h da manhã 
aproximadamente, onde foram medicadas durante 3 ciclos completos de 28 
dias cada, sendo que em cada ciclo houve 21 dias de administração de 1 
comprimido teste composto de etinilestradiol + levonorgestrel + ácido fólico 
(etinilestradiol + levonorgestrel + ácido fólico - comprimido revestido – 0,02mg + 
0,10mg + 0,4mg; Biolab Sanus Farmacêutica Ltda.), e nos 7 dias subsequentes 
houve a administração de um comprimido de medicação placebo, contendo 
apenas ácido fólico (ácido fólico - comprimido revestido – 0,4mg; Biolab Sanus 
Farmacêutica Ltda.). As administrações foram acompanhadas de 200 mL de 
água mineral sem gás e imediatamente após a ingestão foram realizadas a 
checagens, para confirmar a deglutição do medicamento em sua totalidade. 
Na Tabela 3 pode-se observar as datas do primeiro dia de 
administração da medicação para cada voluntária, as demais administrações 
ocorreram nos dias subsequentes, perfazendo um total de 84 dias seguidos de 
administração, ou seja, 3 ciclos de 28 dias, sendo que nos primeiros 21 dias de 
cada ciclo foi administrada a formulação teste (Level-fol) e nos 7 últimos dias 
de cada ciclo, a formulação placebo, contendo apenas ácido fólico. Os horários 
de administração para todas as voluntárias com a descrição completa, se 
encontra no Anexo 6. Vale ressaltar que nesse estudo o período de “washout”, 
tempo que o sujeito de pesquisa fica sem tomar medicamento, para que o 
mesmo seja eliminado de seu organismo, não se aplica e não houve 
necessidade de padronização de jejum e alimentação. 
 
Tabela 03. Distribuição das voluntárias segundo a data da primeira administração 
Voluntária Código Data Voluntária Código Data 
1 MO200578F 26/02/13 19 FN140782F 21/03/13 
2 FS240389F 26/02/13 20 GB281094F 21/03/13 
3 TS200588F 26/02/13 21 FN130777 24/03/13 
4 TC170490F 26/02/13 22 CA310384F 27/03/13 
5 MC120393F 27/02/13 23 FO070991F 02/04/13 
6 VF011182F 06/03/13 24 TR140284F 08/04/13 
7 NM120194F 06/03/13 25 ER060481F 08/04/13 
8 CB160979F 06/03/13 26 PM310893F 08/04/13 
9 MS131091F 06/03/13 27 JL281282F 08/04/13 
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(cont.)      
10 VO110677F 07/03/13 28 MP030781F 08/04-13 
11 LG010584F 13/03/13 29 ES040887F 09/04/13 
12 AB240283F 16/03/13 30 AO120970F 12/04/13 
13 BO251279F 16/03/13 31 AZ191283 12/04/13 
14 DO081179F 16/03/13 32 JS110388F 12/04/13 
15 KF080182F 16/03/13 33 FS200482F 12/04/13 
16 RL200281F 20/03/13 34 GG220487F 12/04/13 
17 HV290483F 20/03/13 35 RS280379F 12/04/13 
18 JA230184F 20/03/13 36 IC020298F 12/04/13 
 A voluntária nº 7 recebeu a medicação somente nos dias 06/03/13 e 07/03/13, abandonando 
o estudo após esta data. 
 
Durante todo o estudo, deixaram de ser administradas as 
respectivas medicações em 9 ocasiões, em função do não comparecimento 
das respectivas voluntárias, conforme se segue:  
• voluntária 01 - 15-03-13 (formulação teste); 
• voluntária 06 - 20-03-13 (formulação teste) e 09-05-13 
(formulação teste); 
• voluntária 18 - 09-05-13 (formulação placebo) e 10-05-13 
(formulação placebo); 
• voluntária 23 - 19-06-13 (formulação placebo); 
• voluntária 26 - 10-04-13 (formulação teste);  
• voluntária 29 - 21-04-13 (formulação teste);  
• voluntária 30 - 13-04-13 (formulação teste).  
Além disto, conforme já informado, a voluntária 7 abandonou o 
estudo e portanto não tomou as respectivas medicações a partir do 3º dia do 
estudo. 
 
3.9 Coleta, manipulação, armazenagem e transporte 
das amostras 
 
Coleta das amostras 
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Antes da primeira administração da medicação, foi realizada uma 
coleta de sangue de 40 mL para controle individual, curvas padrões.  As 
amostras para a avaliação dos folatos foram coletadas nos dias 1, 21, 28, 29, 
49, 56, 57, 77 e 84, correspondendo às amostras de “pré-dose”, 21º e 28º dias 
de cada um dos 3 ciclos de administração. Em cada ocasião foram coletados 
15 mL de sangue em tubos contendo 50 µL de EDTA (ácido 
etilenodiaminotetracético). Amostras de sangue de 15 ml foram coletadas por 
veno punção direta em tubos contendo 50 µL de EDTA. 
As coletas foram realizadas através de agulha introduzida em veia 
superficial (venopunção direta) do antebraço da voluntária. Após a última 
administração do terceiro ciclo, foram coletados 7mL de sangue para 
realização dos exames pós estudo. Um total aproximado de 193 mL de sangue 
foi coletado durante todo o estudo, incluindo o volume coletado para os exames 
pré e pós estudo. Um teste de gravidez foi realizado no dia da primeira 
administração. Não houve necessidade de padronização de jejum e 
alimentação. A data de coleta destas amostras para todas as voluntárias, em 
cada um dos dias previstos para coletas e os tempos reais das coletas das 
amostras encontram-se apresentados no Anexo 6.  
 
Armazenagem  
 
Após as coletas, as amostras de sangue foram encaminhadas à sala 
de armazenamento, conferidas, e os tubos foram armazenados em freezer 
específico para armazenagem de amostras biológicas, localizado na Unidade 
Clinica Galeno e mantido à temperatura de -20ºC, monitorada através de 
termômetro calibrado, para análise cromatográfica futura.   
 
 Transporte das amostras  
 
As amostras foram transferidas da Unidade Clinica para a Unidade 
Analítica nas datas de 28/02/13, 17/04/13, 26/06/13 e 22/07/13 por 
intermédio de empresa especializada para transporte de amostras biológicas. 
As amostras foram colocadas em caixas térmicas contendo gelo seco, sendo 
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que a temperatura durante o transporte foi monitorada por termômetro de 
máxima e mínima, calibrado. Os tempos dispendidos para o transporte das 
amostras foram inferiores a 1:00 h, sendo que as mesmas permaneceram a 
uma temperatura abaixo de 50ºC.  Foram transferidas 946 amostras de 
voluntárias, bem como as amostras para controle do método. Encontra-se em 
anexo cópia da documentação de despacho de amostras para análise (Anexo 
7). 
 
Recebimento das amostras 
 
      Assim que as amostras foram recebidas na Unidade Analítica da 
Galeno Desenvolvimento de Pesquisas, uma checagem completa foi realizada 
na chegada, comparando as etiquetas dos tubos de amostra com as 
informações disponíveis nos documentos de envio.  
As condições de chegada dessas amostras também foram 
verificadas e as mesmas foram acondicionadas em um freezer apropriado a -
80ºC até o descongelamento para o processamento.  
As amostras foram quantificadas como pontos individuais, ou seja, 
análises simples.   
      Depois da conclusão do estudo analítico, todo o conteúdo 
restante das amostras (316 no total) foi armazenado em um freezer a -80ºC, 
até que fosse autorizado o seu descarte.  
 
Estudo analítico 
 
Tabela 04. Método Bioanalítico 
 
 
Analito para quantificação Ácido Fólico 
Padrão interno Ac Fólico 13C5 
Material Biológico Sangue humano 
Anticoagulante  EDTA 
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Para determinar a concentração de Ácido Fólico em sangue humano 
foi utilizado o método LC-MS / MS com Electrospray positivo e modo de 
detecção MRM, trata-se de um método validado utilizado para a determinação 
quantitativa de fármacos e/ou metabólitos em matrizes biológicas. 
As matrizes biológicas foram coletadas durante a Fase Clínica do 
estudo, o qual foi conduzido de acordo com as Boas Práticas Clínicas (BPC). 
Abaixo na Tabela 5 podemos visualizar alguns componentes 
utilizados para realizaçao da cromatografia líquida com espectrometria de 
massa. 
 
Tabela 05. Componentes LC-MS / MS 
Componente Fabricante /  País Modelo 
Cromatografia líquida Agilent/Alemanha G1311A/ US72101050 
Degaser Agilent,Japão G1379A / JP40718000 
Forno de Coluna Agilent,Japão G1316A / US72102831 
Auto injetor CTC Analytics, Suiça HTS Pal ( N° serial: 110695) 
Espectrômetro de massa Micromass/Waters/UK Quattro Micro SN: QAA33A 
Fonte Micromass/Waters/UK 33058 
Sistema de dados Micromass/Waters/UK Masslynx 4.0 
 
Para conduzir a validação do estudo, foi verificada a qualidade dos 
padrões de referência utilizados, assim como a sua autenticidade. Todas as 
soluções utilizadas para realização desse experimento foram preparadas de 
acordo com o protocolo analítico e etiquetadas adequadamente. O 
armazenamento temporário (quando aplicável) foi realizado entre +4 ºC e + 
8°C.  
A concentração final, os detalhes resultantes do volume, da diluição 
e da origem das soluções são apresentados em cada uma dos seguintes 
quadros abaixo (1, 2 e 3). As soluções de trabalho abaixo foram preparadas 
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como base para a preparação dos padrões de calibração e dos controles de 
qualidade. A concentração final, o volume final, diluição e origem detalhada da 
solução são apresentados na tabela seguinte, conforme documentado nos 
registros do estudo. 
Quadro 1. Preparo de Solução de Trabalho de Ácido Fólico e 5-Formil THF para 
Curva Padrão
Diluente: Solução ACN 70% + DTT 20 mM + Ac. Ascórbico 2 ug/mL + Acetato Amônio 0,2 mM. 
Quadro 2. Preparo de Solução de Trabalho de Ácido Fólico e 5-Formil THF para as 
amostras de CQs e LIQ
Diluente: Solução ACN 70% + DTT 20 mM + Ac. Ascórbico 2ug/mL + Acetato Amônio 0,2 mM. 
Quadro 3. Preparo de Solução de Trabalho do padrão interno [13C5] Ác. Fólico Na2
Diluente: Solução ACN 70% + DTT 20 mM + Ac. Ascórbico 2ug/mL + Acetato Amônio 0,2 mM 
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Tabela 06. Soluções utilizadas 
Para conduzir a validaçã o e o est udo, foi verifi cada a qualidade dos padrõe s de re ferência utilizados, assi m como a sua aute nticidade. Para conduzir a validação e o estudo, foi verifica da a qualida de dos padr ões de re ferê ncia utilizados, assim como a sua a utenticida de.   
Tipo de Solução Conteúdo 
Fase Móvel  ACN/ H2O (70/30; v/v) + 0,2mM de Acetato 
Amônio + 2 ug/mL de ácido ascórbico 
Solução de Lavagem    ACN/ H2O (70/30; v/v) + 0,2mM de Acetato 
Amônio + 2 ug/mL de ácido ascórbico  
Solução DTT 200 mM 9,35 g de Dithiothreitol + 300 mL de água 
deionizada 
Solução de Eluição  ACN 70% + 20 mM Dithiothreitol + 0,2mM de 
Acetato Amônio + 2 ug/mL de ácido Ascórbico 
Solução Acetato de Amônio 1 M 0,770 g de Acetato de Amônio + 100 mL de 
água deionizada 
Solução Ácido Ascórbico 1 mg/mL 0,1 g Ácido Ascórbico + 100 mL de água 
deionizada  
Solução de HCL HCL 0,1 M + 20mM DTT + 10 ug/mL de ácido 
ascórbico 
 
O folato foi medido por LC-MS / MS usando ácido fólico como 
referência e ácido fólico-13C5 Na2 como padrão interno (IS). As amostras de 
sangue (1 mL) foram adicionadas à coluna SPE (Extração de fase sólida) - 
Waters Oasis, contendo 60 mg pré equilibrada com 5 mL de MEOH 100% e 10 
mL da solução de HCL( HCL 100mM + 10 ug/mL de Ácido Ascórbico + 20 mM 
de Dithiothreitol. Os extratos foram analisados utilizando coluna Phenomenex 
Kinetex 100A C18 e fase móvel constituída de acetonitrila / água (70/30, v / v) + 
acetato de amônio 0,2 mM + ácido ascórbico 2 µg / mL, com vazão de 0,340 
mL/min. O espectrômetro de massas equipado com uma interface de 
eletropulverização operando em modo de íon positivo foi configurado para 
monitoramento de múltiplas reações (MRM) para quantificação de ácido fólico e 
IS. Na Tabela 7 estão descritas as Condições Cromatográficas do Estudo. 
46 
 
 
Tabela 07. Condições Cromatográficas  LC-MS/MS.   
  
Fase móvel ACN/H2O , Acetato de Amônia, Ac Ascórbico 
Coluna Analítica Phenomenex Kinetex 100A C18, 2,6um 100mm ID: 
4,6mm Part n° OOD-4462-E0 SN: 640856-7 GRU 2012-
001 
Pré Coluna Phenomenex Security Guard Cartridge (C18) 4x3,0m 
Temperatura de injeção 15ºC 
Fluxo 0,340 mL/min 
Pressão contrária 80 bar 
Temperatura da coluna 60ºC 
Volume de injeção 12µL 
 
As amostras para a curva de calibração e os controles de qualidade 
foram definidas de acordo com os procedimentos padrões para a validação do 
método. Para a quantificação de amostras desconhecidas e das amostras de 
controle de qualidade, as curvas de calibração foram preparadas diariamente e 
calculadas com base na relação entre a concentração teórica e a resposta 
obtida. Para cada corrida analítica foram preparadas, em duplicata, 8 amostras 
contendo os padrões em diferentes concentrações, para montar a curva de 
calibração. Para monitorar e validar a corrida analítica 4 concentrações 
diferentes de controle de qualidade (CQs) foram utilizadas:  CQB: controle de 
qualidade de baixa concentração;  CQM 1: controle de qualidade de média 
concentração;  CQM 2: controle de qualidade de média concentração;  
CQA: controle de qualidade de alta concentração. As amostras de CQs foram 
preparadas diariamente para todas as corridas analíticas. 
O limite de quantificação (LLOQ) foi obtido pela análise de 10 
repetições de amostras de sangue contaminadas com ácido fólico e 5-Formil 
THF 10 ng / mL. O LLOQ foi definido como a menor concentração sanguínea 
analisada, com um coeficiente de variação menor que 20% e precisão dentro 
da faixa de 80-120% dos valores reais. As curvas de calibração foram 
preparadas testando amostras de sangue padrão em oito concentrações de 
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ácido fólico e 5-Formil THF (10-100 ng / mL) em triplicata e a linearidade de 
cada curva de calibração foi determinada pela plotagem da razão da área do 
pico (y) de ácido fólico / IS vs concentração nominal do analito. A curva de 
calibração foi construída por regressão linear de mínimos quadrados 
ponderada (1 / x) (Gráfico 1).  
A exatidão e precisão do ensaio foram avaliadas por intra-dias. Sete 
alíquotas de cada amostra de sangue QC (25, 45, 70, 80 e 160 ng / mL) foram 
executadas em um lote de validação. As amostras de CQs foram preparadas 
diariamente para todas as corridas analíticas. Para aprovação da corrida 
analítica, no mínimo 67% (sessenta e sete por cento) do total de CQs e no 
mínimo 50% (cinquenta por cento) dos CQs de cada concentração devem 
apresentar desvio menor ou igual a 15% (vinte e cinco por cento) em relação 
aos seus respectivos valores nominais. A precisão intra-dia foi determinada 
como coeficiente de variação, CV (%) = (DP / M) x 100 e a precisão como 
porcentagem do erro relativo, RE (%) = [(E - T) / T] x 100, onde M é a média, 
SD é o desvio padrão de M, E é a concentração determinada 
experimentalmente e T é a concentração teórica.  
Na Tabela 8 estão descritos os principais parâmetros validados para 
o método analítico utilizado nesse Estudo. 
 
Tabela 08. Parâmetros Validados 
 
 
Técnica Analítica  LC-MS/MS 
Tipo de Extração Procedimento SPE - Solid phase extraction  
Matriz Biológica Sangue humano 
Tipo de Ionização Electrospray positivo  
Método de Detecção Monitoramento de Reação Múltipla (MRM)  
Limite de quantificação (LIQ) 10 ng/mL  
Faixa de linearidade 10 – 100 ng/mL  
Tipo de equação y = a + bx(1/x weighted)  
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(cont.)  
CQB 25 ng/mL 
CQM 1 45 ng/mL  
CQM 2 70 ng/mL  
CQA 80 ng/mL  
Controle de Qualidade diluição  (CQD)  150 ng/mL  
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O cálculo foi baseado em uma função da calibração construída para 
cada analito no sistema de dados do Masslynx 4.0 usando os padrões da 
calibração. Essas funções foram calculadas através de uma regressão de 
quadrados mínimos usando a área do analito. Os valores finais das 
concentrações das amostras desconhecidas foram reportados usando 3 
algarismos significativos.   
O Estudo Analítico foi conduzido de acordo com: The OECD Series 
on Principles of Good Laboratory Practices and Compliance Monitoriug. 
Organization for Economic Co-operation and Development. Revisado em 1997 
e The US-FDA Guidance for Industry “Bioanalytical Method Validation” May 
2001. 
 
3.10 - Procedimentos operacionais padrão da etapa 
clínica 
 
Os procedimentos Operacionais POP PEC pro 03 - Seleção de 
Voluntários para Pesquisa Clínica; POP PEC pro 06 - Identificação e 
Organização dos Tubos de Coleta e Criogênico; POP PEC pro 09 - Coleta de 
Amostras de Sangue dos Voluntários e POP PEC pro 08 - Administração dos 
Medicamentos de Estudo encontram-se na seção de Anexos do presente 
Trabalho. 
 
3.11 - Desvios de protocolo e seus respectivos graus 
de impacto nos resultados clínicos e farmacocinéticos 
 
A voluntária de nº 7 abandonou o estudo após o 2º dia de 
medicação. Não houve sucesso nas reiteradas tentativas de contato com a 
mesma, a qual tampouco compareceu para a realização do exame de alta.  Os 
demais desvios apresentados foram classificados como pequenos desvios, não 
tendo impacto nos resultados clínicos do estudo. 
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3.12 Conclusão da etapa clínica 
 
Todos os procedimentos do estudo foram realizados de forma 
padronizada, seguindo o protocolo clínico e requisitos de boas práticas clínicas. 
Ocorreram apenas pequenos desvios em relação ao protocolo, os quais em 
nenhum caso foram julgados clinica ou farmacocineticamente relevantes. A 
administração dos produtos sob invetigação foi realizada de acordo com o 
previsto para todos as voluntárias que compareceram à etapa clínica, num total 
de 3 ciclos de 28 dias, cada um com a adminitração da formulação teste nos 
primeiros 21 dias e a formulação placebo nos últimos 7 dias de cada ciclo. 
Apenas uma voluntária abandonou o tratamento após o 2º dia do 1º ciclo. 
Receberam tratamento um total de 35 voluntárias.  A coleta de amostras de 
sangue ocorreu de acordo com o previsto e nenhuma amostra deixou de ser 
coletada. Os tempos reais de coleta foram registrados e disponibilizados para 
fins de avaliação. Não houve perda de amostras no processamento das 
mesmas durante a etapa clínica, e foram encaminhadas à Unidade Analítica 
um total de 316 amostras (incluindo 1 amostra relacionada a drop out). Os 
aspectos de segurança foram avaliados através da análise dos eventos 
adversos, os quais também consideraram os resultados de exames 
laboratoriais e ECG.  
 
3.13 Análise estatística 
A comparação entre os níveis sanguíneos de folato no início do 
estudo e nos momentos colhidos após o tratamento foi realizada por análise 
paramétrica (teste t pareado) usando o software Graph Pad Prism Versão 3.02. 
As análises estatísticas foram realizadas com uma probabilidade de erro de 
0,05 (95% de confiança). O subgrupo de indivíduos que concluiu o estudo por 
protocolo foi considerado para a avaliação dos níveis plasmáticos de folato. Os 
indivíduos que não compareceram para administração de medicamentos em 
mais de 10% dos dias ou 4 visitas consecutivas foram excluídos da análise por 
protocolo. O indivíduo que abandonou o estudo foi incluído apenas nas 
análises de intenção de tratar.  
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A análise estatística de folato em sangue total: (pré-dose) primeira 
administração (primeiro ciclo), 21 dias do primeiro ciclo, 28 dias do primeiro 
ciclo, primeira administração (segundo ciclo), 21 dias do segundo ciclo, 28 dias 
do segundo ciclo,  primeira administração (terceiro ciclo), 21 dias do terceiro 
ciclo e 28 dias do terceiro ciclo encontram-se descritos no Quadro 4. 
 
Quadro 4. Análise Estatística. 
Teste T pareado 
Pré-dose – primeira administração (1º 
ciclo) 
Valor de P Diferença 
média 
Intervalo de confiança 
95% da diferença 
21 dias do primeiro ciclo 0,2064 3,838 -2,227 a 9,903 
28 dias do primeiro ciclo 0,0629 -11,439 -23,529 a 0,6509 
Primeira administração (2º ciclo) 0,2413 -4,872 -13,189 a 3,446 
21 dias do segundo ciclo 0, 7270 -1,406 -9,556 a 6,744 
28 dias do segundo ciclo 0,9508 -0,2247 -7,586 a 7,136 
Primeira administração (3º ciclo) 0,1973 -6,493 -16,543 a 3,557 
21 dias do terceiro ciclo 0,7154 -1,571 -10,287 a 7,145 
28 dias do terceiro ciclo 0,4920 -3,087 -12,148 a 5,974 
Análise estatística de folato em sangue total no 1º, 21º e 28º dias de cada ciclo 
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4. RESULTADOS 
 
O método de análise do ácido fólico apresentou LLOQ de 10 ng / mL 
e foi linear no intervalo de concentração de 10-80 ng / mL, com a equação de 
regressão representativa para as curvas de calibração y = 0,00554929x + 
0,00151198 (r = 0,994797). A precisão e acurácia intra-dia para o LLOQ e 
controles de qualidade estão resumidos na Tabela 9 
 
Tabela 9. Dados de precisão e acurácia entre lotes da validação de ácido fólico em 
sangue total humano. 
 
Parâmetro                                                               Ácido Fólico (ng/mL) 
 LLOQ (10) QC (25) QC (45) QC (70) QC (80) QC (160-1:2) 
Significância (n=7) 9,1 25,0 44,6 72,1 80,1 82,5 
Precisão (CV %) 18,9 9,3 4,7 2,8 3,1 3,6 
Acurácia (%) 91,0 100,0 99,2 103,0 100,7 103,1 
CV% = [(SD / M) x 100]; % de Acurácia = [(E - T) / T] x 100; CV: coeficiente de variação; S: 
significância; DP: desvio padrão de S; E: concentração determinada experimentalmente; T: 
concentração teórica; LLOQ: quantificação do limite inferior; QC: controle de qualidade. 
       
Os níveis sanguíneos de folato no 1º, 21º e 28º dia do 1º, 2º e 3º 
ciclos de suplementação com ácido fólico em voluntárias saudáveis são 
apresentados na Tabela 9. A estatística descritiva está descrita na Tabela 10. 
As voluntárias saudáveis incluídas neste estudo toleraram bem o 
protocolo clínico e não relataram efeitos adversos clinicamente significativos. 
Apenas sete eventos adversos foram observados, dos quais um evento 
(metrorragia) foi classificado como relacionado, e seis eventos (dor nas costas, 
nefrolitíase, sinusite, pneumonia, infecção urinária e cirurgia oftálmica) não 
relacionados à terapia. Durante o estudo, não foram observados eventos 
adversos graves. Trinta e seis voluntárias foram incluídos nas análises de 
intenção de tratar e trinta e cinco no conjunto por protocolo. Cinco voluntárias 
não compareceram em um dia (quatro não compareceram para administração 
da formulação de teste e uma para administração da formulação placebo) e 
duas voluntárias em dois dias (uma não compareceu para administração de 
duas formulações teste e a outra de duas formulações placebo). Uma 
voluntária abandonou o estudo após o 2º dia do 1º ciclo, por motivos pessoais. 
Portanto, para a avaliação dos níveis sanguíneos de folato, foram utilizados 
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dados das voluntárias incluídas no protocolo (n = 35). Para demografia, as 
voluntárias incluídas nas análises de intenção de tratar foram consideradas (n = 
36). A relação risco-benefício do estudo foi considerada de acordo com aquela 
prevista no protocolo. Todos os eventos adversos foram registrados em 
detalhes na(s) folha(s) apropriada(s) para o relato de eventos adversos, 
integrantes do CRF de cada voluntária e estão resumidos na Tabela 13. 
Encontra-se na Tabela 13 a descrição dos eventos documentados, incluindo 
classificação, relação ou não com o fármaco, data, hora, duração, conduta 
adotada e status do desfecho na data de avaliação pelo médico. 
 
 
Tabela 10. Concentração de folato no sangue total em voluntárias sadias do sexo 
feminino. 
        
 
Amostra                                       Concentração de folato no sangue total 
                                                                                   (ng/ml) 
                      Primeiro ciclo                          Segundo ciclo                          Terceiro ciclo 
 1º dia 21º dia 28º dia 1º dia 21º dia 28º dia 1º dia 21º dia 28º dia 
1 26,0 22,0 14,7 40,1 15,2 12,4 14,1 28,2 25,3 
2 31,4 56,2 71,0 29,5 20,2 17,3 32,0 10,4 78,3 
3 20,4 22,5 50,0 43,1 35,3 24,9 nd 46,1 43,1 
4 54,8 55,0 20,6 58,0 62,6 27,2 44., 48,4 55,3 
5 48.3 36,1 64,9 46,4 68,3 38,6 59,0 36,7 81,9 
6 Nd Nd Nd Nd Nd nd nd nd nd 
7 fora fora fora fora fora fora fora fora fora 
8 30 30,5 52,7 34,0 Nd 18,2 34,9 78,0 79,0 
9 56,2 16,0 39,9 48,9 31,1 48,1 14,5 38,4 60,4 
10 43,3 43,0 65,9 37,6 25,7 49,8 53,1 38,3 28,9 
11 49,4 44,8 48,5 39,6 47,3 52,3 146,0 59.5 37,3 
12 43,0 53,5 32,3 39,1 36,1 48,8 42,4 54,8 45,4 
13 43,6 36,0 66,7 34,2 40,2 43,1 48,9 66,6 51,8 
14 92,9 53,7 41,0 51,5 51.4 56,6 62,3 18,5 39,5 
15 67,2 67,8 82,5 71,0 58,9 83,6 40,3 68,0 60,8 
16 43,6 75,4 46,9 44,6 54,2 53,1 42,7 72,7 54,9 
17 52,8 54,9 57,9 68,2 64,7 67,1 64,8 70,0 73,4 
18 23,2 16,2 14,8 16,5 14,3 26,7 18,9 17,3 27,3 
19 17,1 25,9 20,7 26,0 12,6 20,8 26,5 21,8 19,6 
20 20,3 23,9 30,4 24,9 29,6 46,5 36,3 26,9 nd 
21 91,6 70,0 82,3 71,5 54,3 66,7 89,4 55,5 75,4 
22 24,4 20,0 37,4 23,4 33,7 24,0 24,2 41,9 28,3 
23 d nd nd nd nd nd nd nd nd 
24 24,1 49,9 40,4 31,2 22,7 32,4 24,8 37,0 32,8 
25 10,9 15,4 11,1 Nd 17,0 11,4 21,9 nd nd 
26 51,2 34,0 33,0 51,8 23,6 35,9 57,6 48,2 17,6 
27 72,4 37,4 84,6 47,1 61,8 37,7 55,0 76,9 41,1 
28 63,8 32,6 150,0 103,0 129,0 76,0 132,0 63,7 84,2 
29 90,2 75,3 55,3 55,0 88,9 67,1 63,0 48,2 33,9 
30 37,3 36,3 150,0 120,0 87,1 101  51,1 45,6 39,4 
31 29,9 nd 33.,0  49,4 41,9 nd  45,6 33,5 65,4 
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(cont.)          
32 8,41 12,0 15,3 17,4 24,9 17,8 31,0 17,7 20,5 
33 56,7 63,0 153,0 105,0 90,6 90,6 125 95,4 71,1 
34 21,6 19,6 28,4 35,3 nd 14,2 23,7 nd 38,4 
35 26,5 22,9 52,6 44,6 21,6 49,5 39,9 37,8 30,9 
36 37,9 35,8 40,0 47,4 37,6 28,2 32,4 24,6 24,6 
Signifi-
cância 
42,7 39,3 54.2 48,6 45,2 43,4 49,9 46,0 47,6 
DP 42,7 39,3 54,2 48,6 45,2 43,4 49,9 46,0 47,6 
DP, desvio padrão; nd, não determinada 
 
Níveis de ácido fólico 
Estão descritos no gráfico 2 abaixo e na Tabela 11 e 12. 
 
Gráfico 2. Níveis de ácido fólico 
Concentração de folato no sangue total em mulheres saudáveis (n = 35), durante  o Estudo 
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Tabela 11. Estatística descritiva da concentração de folato no sangue total em 
voluntárias sadias (n=33). 
Medida do 
    Folato 
Média 
(ng/mL) 
Variação da  
linha de base 
(%) 
Diferença 
média 
95 % Intervalo 
de confiança da 
diferença 
(%) 
p valor 
Primeiro ciclo      
1º dia (baseline) 42,7     
21º dia 39,3 -8,4 3,838 -2,227 a 9,903 0,2064 
28º dia 54,2 26,77 -11,439 -23,529 a 0,6509 0,0629 
Segundo ciclo      
1º dia  48,6 13,73 -4,872 -13,189 a 3,446 0,2413 
21º dia 45,2 5,85 -1,406 -9,556 a 6,744 0,7270 
28º dia 43,4 1,46 -0,2247 -7,586 a 7,136 0,9508 
Terceiro ciclo      
1º dia  49,9 16,83 -6,493 -16,543 a 3,557 0,1973 
21º dia 46,0 7,68 -1,571 -10,287 a 7,145 0,7154 
28º dia 47,6 11,32 -3,087 -12,148 a 5,974 0,4920 
DP, desvio padrão; 95 % IC, 95 % intervalo de confiança 
 
Tabela 12. Concentrações do Ácido fólico. 
      
 Média Mínimo Máximo Desvio    
Padrão 
Variação 
Pré-dose  
1ª administração do 
primeiro ciclo 
42,7 8,4 92,9 22,2 - 
21 dias do primeiro ciclo 
 
39,3 12,0 75,4 18,4 -8,04% 
28 dias do primeiro ciclo 
 
54,2 11,1 153,0 36,4 26,77% 
1ª administração do 
segundo ciclo 
48,6 16,5 120,0 23,9 13,73% 
21 dias do segundo ciclo 
 
45,2 12,6 129,0 26,7 5,85% 
28 dias do segundo ciclo 
 
43,4 11,4 101,0 23,3 1,46% 
1ª administração do 
terceiro ciclo 
49,9 14,1 146,0 31,8 16,83% 
21 dias do terceiro ciclo 
 
46,0 10,4 95,4 20,6 7,68% 
28 dias do terceiro ciclo 47,6 17,6 84,2 20,1 11,32% 
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Não houve diferença significativa entre o nível basal e os demais, 
períodos avaliados durante a suplementação com ácido fólico. Entretanto, 
ocorreu um aumento de 11.32% nos níveis de ácido fólico após suplementação 
por 12 semanas. 
 
Tabela 13. Eventos Adversos   
Nº 
Voluntário 
Data 
Ciclo 
Detalhamento 
08 10-04-13 
Ciclo 2 
Lombalgia.  Evento Adverso classificado pelo médico como não 
sério, de intensidade moderada, não relacionado com a terapia. A 
voluntária informou que fez uso de dipirona 1g (sic). Desfecho do 
evento cerca de 1hora após o início dos sintomas, com 
recuperação total por parte da voluntária. 
09 22-05-13 
Ciclo 3 
Nefrolitíase. Evento Adverso classificado pelo médico como não 
sério, de intensidade moderada, não relacionado com a terapia. 
Realizou procedimento cirúrgico para extração de cálculo renal 
fora da Unidade do Centro. Iniciou tratamento de Ciprofloxacino 
500 mg de 12 em 12hs em 23.05.13 e Cetoprofeno (sic – 
atendimento externo). Desfecho do evento cerca de 11 dias após 
o início dos sintomas, com recuperação total por parte da 
voluntária. 
13 02-05-13   
Ciclo 2 
Sinusite. Evento Adverso classificado pelo médico como não sério, 
de intensidade moderada, não relacionado com a terapia. 
Conduta médica: Azitromicina 500 mg ao dia durante 6 dias. 
Desfecho do evento cerca de 7 dias após o início dos sintomas, 
com recuperação total por parte da voluntária. 
15 22-03-13  
Ciclo 1 
Metrorragia. Evento Adverso classificado pelo médico como não 
sério, de intensidade moderada, possivelmente relacionado com a 
terapia, esperado. Conduta médica: Observação. Desfecho do 
evento cerca de 21 dias após o início dos sintomas com 
recuperação total por parte da voluntária. 
15 27-05-13   
Ciclo 3 
Pneumonia. Evento Adverso classificado pelo médico como não 
sério, de intensidade moderada, não relacionado com a terapia. 
Conduta médica: Azitromicina 500 mg ao dia durante 7 dias. 
Desfecho do evento cerca de 7 dias após o início dos sintomas, 
com recuperação total por parte da voluntária. 
27 27-05-13  
Ciclo 2 
Infecção Urinária. Evento Adverso classificado pelo médico como 
não sério, intensidade moderada, não relacionado com a terapia. 
Conduta médica: Ciprofloxicino 500 mg de 12 em 12 horas por 7 
dias (sic – atendimento externo). Desfecho do evento cerca de 7 
dias após o início dos sintomas com recuperação total por parte 
da voluntária. 
27 20-06-13 
Ciclo 3 
Cirurgia Oftalmológica. Evento Adverso classificado pelo médico 
como não sério e não relacionado com a terapia. Conduta médica: 
Nimesulida 100 mg de 12 em 12 horas e colírio Vigadexa (sic – 
atendimento externo). Desfecho do evento cerca de 8 dias após o 
início dos sintomas com recuperação total por parte da voluntária 
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5. DISCUSSÃO 
 
O presente estudo avaliou a suplementação de ácido fólico usando 
um contraceptivo oral (etinilestradiol + levonorgestrel) como veículo em 
voluntárias sadias do sexo feminino, com base em comparações estatísticas 
dos níveis de folato no sangue total determinados por LC-MS / MS, uma vez 
que a ausência do ácido fólico, poderá causar alterações na fusão do tubo 
neural durante a embriogênese, geralmente no 28ª dia de gestação, época em 
que a maioria das mulheres não sabe que está grávida, mesmo nas gestações 
planejadas (1;4;40). 
Alimentos como: abacate, abóbora, batata, carne de vaca, carne de 
porco, cenoura, couve, fígado, laranja, leite, maçã, milho, ovo, queijo são fontes 
alimentares de ácido fólico, uma vez que não há produção endógena do 
mesmo, portanto ele deve ser adquirido através da ingestão de alimentos ricos 
em folato ou através de suplementações artificiais (2). Nas suplementações 
complementares, aproximadamente 90% do ácido fólico ingerido é absorvido 
pelo intestino humano (1;3;9). 
Vários são os métodos descritos na literatura para quantificação de 
folatos. São eles: ensaios microbiológicos (3;6;25;41), ensaios de ligação (42), 
HPLC (37), LC-MS (36) e LC-MS / MS (38;39) em amostras de soro, plasma e / 
ou sangue total. A LC-MS / MS é considerada um método de referência para a 
análise de folato uma vez que é capaz de diferenciar todas as diferentes 
formas de folato (43). 
Os resultados dos testes de validação indicam que o método 
utilizado é sensível, preciso e com acurácia suficiente para sua aplicação na 
avaliação da suplementação de 0,4 mg / dia de ácido fólico em voluntárias 
sadias do sexo feminino. 
Vários estudos demonstraram que a suplementação com ácido fólico 
e a fortificação com ácido fólico alimentar melhoram o status de folato na 
população. Como descrito por Pietrzik et. al. em 2007, os níveis médios de 
folato nos glóbulos vermelhos foram aumentados em 28,1%, 41,6% e 46,47% 
após 8, 16 e 24 semanas de suplementação com ácido fólico 0,4 mg/dia 
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(cápsulas) em mulheres sadias em idade fértil (n = 35), respectivamente (44). 
Já em outro estudo a suplementação de ácido fólico 0,4 mg / dia (cápsulas) 
para mulheres sadias com idade entre 18 e 35 anos (n = 144) por 24 semanas 
resultou em um aumento de cerca de 47% nos níveis de folato no eritrócito 
(33). A concentração média de folato no plasma (n = 750), após 10 anos de 
fortificação com ácido fólico nas farinhas de trigo e milho (0,15 mg / 100 g de 
farinha) aumentou em 29,5 nmol / L (13,0 ng / mL) em brasileiros de acordo 
com Gomes et. al., 2016. Portanto, a fortificação com o ácido fólico das 
farinhas contribuiu para o aumento da ingestão de folato (29). Campanhas 
governamentais de estímulo a utilização de ácido fólico por mulheres em 
períodos férteis e suplementação obrigatória em cereais já foram realizadas, 
em vários países, como Estados Unidos, Canadá (35) e Irã (45),  na tentativa 
de reduzir os DTNs (27).  
Além da necessidade já comprovada da presença do ácido fólico 
para redução dos DTNs, Mahvash Shere, et. al em 2015 concluiram, após 
realizar uma revisão sistemática da literatura seguida de Meta análise, que o 
uso de contraceptivos orais promove uma redução das concentrações de folato 
no sangue total e nos erirtócitos. Sendo assim, torna-se imprescindível que as 
mulheres realizem suplementação de folato durante o uso de contraceptivos 
orais (31). 
O uso de anticoncepcionais orais em combinação com folato trata-se 
de um método eficiente para mulheres em idade reprodutiva que escolheram o 
anticoncepcional como contraceptivo, visto que na presença de uma gravidez 
por falha ou utilização inadequada do método, a mulher já estaria protegida 
devido a presença de níveis adequados de folato na corrente sanguínea. Além 
disso, a mulher que cessar o uso do contraceptivo, não necessitaria aguardar 
aproximadamente 12 semanas para atingir a concentração protetora de folato 
(906 nmol nos glóbulos vermelhos), caso ela opte por rapidamente engravidar, 
pois ela já estaria protegida (6;13;25).  
Em associação ao anticoncepcional duas são as substâncias 
comumente utilizadas para obtenção de níveis adequados de folato na corrente 
sanguínea, levomefolato de cálcio e o ácido fólico, ambos vêm demonstrando 
aumento dos níveis de folato no eritrócito e na redução dos níveis plasmáticos 
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de homocisteína (13;33;46). Aumentos clinicamente significativos no status de 
folato foram observados em mulheres após a suplementação de ácido fólico ou 
levomefolato de cálcio (sal de cálcio de L-5-metiltetrahidrofolato) adicionada 
aos contraceptivos orais (6;13;32), sendo que a principal diferença entre a 
utilização de ácido fólico ou levomefolato de cálcio reside no custo financeiro, 
onde o ácido fólico requer um menor investimento. Além disso, os níveis 
sanguíneos de folato e de hemácias permaneceram elevados por vários meses 
mesmo após a interrupção dos tratamentos (25). 
Os níveis de folato no sangue são parâmetros bem estabelecidos 
para estabelecer risco de DTNs. O folato contido nos glóbulos vermelhos 
reflete a longo prazo, o nível de folato nos tecidos. Existe uma relação 
quantitativa entre o folato de eritrócitos e o risco de DTNs, uma concentração 
de folato de eritrócitos ≥ 906 nmol / L é associado a um risco muito baixo de 
DTNs. Enquanto o folato plasmático contribui para a exposição fetal ao folato 
(6;40). O folato do sangue total compreende aos níveis de folato no plasma e 
no eritrócito (43;47). 
No presente estudo, um aumento de 11,32% (42,7 ± 22,5 ng / mL no 
início do estudo, 47,3 ± 20,7 ng / mL após 12 semanas) no sangue, foi 
observado nos níveis de ácido fólico após 12 semanas de suplementação 
(Tabelas 10 e 11). Em um estudo realizado por Diefenbach et. al. em 2013, 
após 12 semanas de suplementação com ácido fólico (EE-drospirenona + ácido 
fólico 0,4 mg / dia), para mulheres sadias, foram determinados os níveis de 
folato total usando um ensaio microbiológico, onde houve um aumento de 
aproximadamente 65% de folatos no plasma e eritrócitos. Os níveis 
plasmáticos do metabolito THF aumentaram aproximadamente 15% (4,60 ± 
0,656 nmol / L no início do estudo, 5,28 ± 1,806 nmol / L após 12 semanas), 
enquanto o 5,10-metil-THF diminuiu cerca de 11% (1,63 ± 0,372 nmol / L no 
início, 1,45 ± 0,282 nmol / L após 12 semanas). A maioria dessas 
concentrações de metabólitos de folato (75-90%) estava abaixo do LLOQ. 
Quase 100% das amostras apresentaram concentrações de ácido fólico abaixo 
do LLOQ, mesmo após 24 semanas de suplementação com ácido fólico. Além 
disso, os metabólitos foram determinados por um LC-MS / MS semi quantitativo 
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(2). Portanto, é difícil fazer comparações com os níveis de folato encontrados 
nesse estudo relatado acima com os resultados do presente estudo. 
O ácido fólico representa uma parte muito pequena de folato 
presente no plasma humano (9;10), no presente estudo foi possível quantificar 
o ácido fólico no sangue antes e após a suplementação com 0,4 mg/dia de 
ácido fólico por 12 semanas, demonstrando um aumento dos níveis 
plasmáticos de ácido fólico. A grande variabilidade individual encontrada neste 
estudo também foi relatada por Diefenbach et al. em 2013 (2). Além disso, os 
sujeitos incluídos neste ensaio toleraram bem a droga. 
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6. CONCLUSÃO 
 
De acordo com os nossos resultados, os contraceptivos  orais 
estudados nesse protocolo podem ser considerados um veículo viável para a 
suplementação de folato em mulheres saudáveis em idade reprodutiva. Além 
disso, o medicamento foi bem tolerado e considerado seguro dentro da 
proposta estudada. 
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ANEXO 1. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências 
Médicas. 
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ANEXO 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
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ANEXO 3. Cadeia de Custódia das Amostras de Retenção. 
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ANEXO 4. Inventário das medicações do estudo. 
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ANEXO 5. Dados da população do estudo. 
A. Dados antropométricos da população do estudo. 
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B. História médica e exame físico. 
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C. Resultados individuais dos exames laboratoriais. 
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D. Resultados Individuais – ECG. 
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ANEXO 6. Dados relacionados à condução do estudo. 
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ANEXO 7.  Documentação de despacho das amostras biológicas. 
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ANEXO 8. POP PEC pro 03 - Seleção de voluntários para pesquisa clínica. 
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ANEXO 9. POP PEC pro 06 - Identificação e organização dos tubos de coleta e 
criogênico 
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ANEXO 10. POP PEC pro 08 - Administração dos Medicamentos de Estudo 
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Anexo 11 – POP PEC pro 09 - Coleta de Amostras de Sangue dos Voluntários 
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